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論 文 内 容 要 旨
抱 合 型 ス テ ロ イ ドは生 体 内 に広 く存 在 し,近 年 そ の生 理 的 意 義 が注 目 され て い る 。 これ らは一 般
に 水溶 性 で あ る うえ,化 学 的並 び に物 理 的 性 質 が相 互 に酷 似 す る た め分 離 定 量 の困 難 な 場 合 が 多 い。
ま た近 年 医 薬 品 の有 効 性 と安 全 性 の観 点 か ら投 与 薬 物 の体 内動 態 を 明 らか にす る こ とが 必 要 と され,
信 頼 度 の高 い体 液 中 濃 魔 測 定 法 の確 立 が求 め られ て い る。 薬 物 に は光 学 対 掌 体 の一方 が他 方 に比 し
つ よい 薬 理 作 用 を 示 す に もか か わ らず 光 学 分 割 が 生 産 規 模 で は困難 な こ とか ら ラセ ミ体 と して 臨 床
に提 供 され て い る例 が 少 くな い。 そ の た め薬 理 作 用 を 代表 す る光学 異性 体 の 体 内 動態 を正 確 に把 握
す る こ とが 重要 な 課 廟 とな って い る。
一 方 ,1969年Kirklandら によ り開発 された高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー(HPLC)は こ の10年
余 年 間 に 充 てん 剤 の み な らず 高 圧 ポ ンプ,高 感度 検 出 器 等 の 開 発 改.良が な され,著 しい発 展 を とげ
るにい たってい る。HPLCは その原 理 か らみ て 極性 化 合 物,高 分 子 化 合 物 な ど難 揮 発 性 あ るい は熱 安
定 性 に 重 し い化合 物 の 分離 分 析 手 段 に有 利 で あ る。 そ こ で こ のHPLCを 用 い,分 離 定 量 が 困難 と
さ れ て い る抱 合 型 ス テ ロイ ドと して強 心性 ス テ ロ イ ドお よ び胆 汁 酸 を,ま た 光 学 活 性 薬 物 のモ デル
化 合 物 と して ア ミノ酸 を と りあ げ分 析化 学 的 観 点 か ら検 討 を行 っ た 。
ま ず は じめ に 日本産 ガ マ(扱 げo観吻 α6甜 ∫。γη。聯3 .Boulenge⇒ の耳下腺分泌 物(毒 液)}ζ 含 ま れ
る遊 離 型(bufogenin)並 び に抱 合 型 強心 性 ス テ ロイ ド(bufotoxin類)の 分 離 定 量 を 企 て,標 品 を 用
い分 析 の諸 条 件 を 吟 味す ると とも に化 学 構 造 と保 持 値 の関 係 につ い て も考 察 を 加 え た 。
つ いで 上 述 の検 討 結 果 を活 か し,逆 相 型HPL(∫ を用 い遊 離 型,グ リシ ン並 び に タ ウ リ ン抱 合 型胆
汁 酸15種 を一 斉 に分 離 定 量 し得 る条 件 を 吟 味 し,さ らに ヒ ト胆 汁 試 料 へ の適 用 を 試 み た。
最 後 に光 学 活 性 化 合 物 の分 離 試 薬 と して α 一methoxy一 α一methyl-naphthaleneacetica(丘d2
種 お よ び光学 活 性 テ ル ペ ンisothiocyanate2種 牽 合成 し,ア ミノ酸 を モ デ ル 化 合物 と して これ ら分
離 試 薬 の有 用 性 を 吟 味 した 。
1.日 本 産 ガ マ毒 液 に含 まれ る強 心 性 ス テ ロイ ドの 分析
1)遊 離 型 強 心 性 ステ ロ イ ド
まずbufadienolide16種 およびcardenolide8種 を と りあ げ,順 相 型 お よ び逆 相 型 カ ラムを 用 い て分
離 の様 相 を検 討 した6そ の結 果,bufadienolide・cardenolideと も カ ラム に逆 相 型 の μ一・Bondapak
C18を,移 動 相 にMeOH/ヨ20,THF/H20お よびCH3CN/猛0を 用 い ると き比 保 持 値 も小 さ く
(κ'<5～6),そ れ ちを 一 斉 に 分離 し得 る こ とが 判 明 した 。
ス テ ロ イ ド核 上 の各 種官 能 基 が 保持 値 に お よ ぼす 寄 与 は逆 相型 の μ 一BondapakC18カ ラ ムを 用 い
た と き,Table1に 掲 げ た ごと くで あ った 。 因 み に,順 相 型 カ ラムを 用 い た場 合 これ ら官 能 基 ②寄
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与 は必 ず しも逆 相 型 の逆 の 順 序 とは な らな か った 。 これ らの知 見 は構 造 解.析の一 助 と して 役 立 つ も

































つ いで これ ら の結 果 を も≧ に 日本産 ガ マ毒 液 に 含 ま れ るbufogeninの 検 索 を 行 い,bufogenin13 .
種 を 同定 レた 。 ま た主bufogeninを 定 量 し,日 本 産 ガ マ毒 液 にはare駐obufaginが 最 も多 く含 まれ る
こ と も明 らか に した 。
2)抱 合 型 強心 性 ス テ 脅イ ド
ガマに存在ずる主な飴 型強心性ステrイ
.ドと←ては・・・・・・… 類 〔・・f・g6血・・37r画 ・¥1一
・㎎hi・ees… および紛 ㎞m・1・ 琴(1)〕 ・b・f・呂・・i・3-di・a・b・ ・yli・aρidh・lfest・ ・(琴)お よ
びbufogenin3-sulfate(3)が 知 られ て い る(Chart1)。 まずbufotoxin類 の分 離 条 件 を.検.討































る結 果 が得 られ た 。 こ れ らbufotoxin類 の 溶 出順,分 離 の 難 易 は 対応 す るbufogeninの そ れ と ほぼ同
様 で あ り,homologの メ チ レ ン数 と相 対 保 持時 間 の間 に は良 好 な 直線 性 が認 め られ た。
こ れ らの知 見 を も とに して ガ マ毒 液 に含 まれ るbufotxin類 を精 査 し,そ れ ら20種 を 同定 した。
ま たbufogenin3-dicarboxylicacidhalfesterお よ びbufogenin3-sulfateに も 同 じ カ ラム を
用 いた が,NH4H2PO4を 少 量 添 加 した移 動 相 は 分 離 に 有 効 な こと が わ か った 。
2.ヒ ト胆 汁 中 胆 汁 酸 の分 析
遊 離型 並 びに 抱 合 型 胆 汁酸15種 につ い てHPLCに よ る分 離 の諸 条 件 を 吟 味 した 。 そ の結 果,カ ラ
ム に μ一BondapakC18を,移 動相 に0.3%炭 酸 ア ンモ」 ウ ム(pH7.6)/ア セ トニ トリ.ル を用い ると
cholate,ursodeoxycholate,chenodeoxycholate,deoxycholateお よ び1ithocholateの5者 を遊離
型,グ リシ ンおよびタ1ウサン抱 合型 の各 画 分 ご と に分 離 し得 る こ とが判 明 した。 こ の と き それ ぞれ の
胆 汁酸 は 抱 合 形 式 が異 って もほ ぼ 同 一 の ガ 値 を示 し(TableD,保 持 値 は ステ ロイ ド核 上 の水 酸
基 の 数,位 置,立 体 配 置 に依存 す る こ とが 示 唆 され た 。
TableIICapacityRatiosofFreeandConjugatedBileAcids
Compound Free Glycoconjugate Tauroconjugate






























.fig・ ・朋i・p・ ・e・th鋸eslrep・ese・ 誌th・t・val・es・
つぎにヒト胆汁試料への応用を目的としてTLCに よる灘 型・グリ汐 およびタウリン抱合聖
3分 画 法 を 検 討 した。 しか し,こ の方 法 は 分 離 と回 収 率 に問 題 が あ るた め,市 販 のSephadexLH-
20に 疎 水 性 基 とイ オ ン交 換 基 を 導入 したpippridinohydroxypropylSephadex.7畑 」20(PHP-LH-
2α)を 開 発 し,こ れ を 用 い る イオ ン交 換 ク ロマ トグ ラフ ィー に よ り遊 離 型,グ リシ ン お よ び タ ウ リ


















































以上 の結 果,ヒ ト胆 汁 試料 をA皿berliteX盛D-2樹 脂 を 用 い る固 相 抽 出法で ク リー ンア ップ し た
の ち,PHP-LH-20で3分 画 し,各 画 分 をHP五Cに 付 す こ と に よ り遊 陥 型,グ リ.シン並 びに タ ゥ
リン抱 合型 胆 汁 酸15種 を 一斉 に 分 離定 量 す る方 法 が は じめて 完成 され た 。
さ らに 本法 を胆 石 症 患者10名 の胆 汁 試 料 に応 用 し,グ リシ ン並 びに タ ウ リン抱合 型 胆 汁 酸 の一 斉
分析 を行 った 。
3。 ア ミノ 酸光 学 異 性 体 の分 析
1)Naphthalene誘 導 体 に よ る分 離
ま ず は じめ にdi8stereomefへ の誘 導 体 化剤 と してnaphthalene誘 導 体2種 ㌧(Chart2つ 、,すな わ ち
(一)一 α 一methoxf一 α一methy1-1「11aゆhthaleneaceticacid(4b)お よび(」)一 ¢一
methoxy一 α ～methyL-2-naphthaleneaceticacid(5b)を 合 成 し,HPI、Cに お け るそ れ ら.の有








こ れ ら 試 薬 は ラ セ ミ体(4a,
5a:±
Chart2h'
5..a)と し て 合 成 さ れ る が,(+)一 α 一methylbellzylaIn血eと
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塩 を形 成 させ 分 別 結 晶 す る こと に よ り(4b)お よび .(5b・)が い ず れ も99.5%以 上 の光 学 純 度 で
得 られ た 。 ま た光 学 活 性 ア ミノ酸 エ ス テル とこれ ら試 薬 の縮 合 はDCC法 に よ り ラセ ミ化 す る こ とな
く容易 に進 行 した 。 こ めよ う に して 調製 したdiastereomerをHPLC}こ 付 した と ころ,逆 相型 。よ り『も
順 相 型 の 方 が 遥 か 毒ζ優 れ た 分離 を与 え た。 一 方,(4b)お よ び(5b>に よ る光 学 異性 体 の 分離
を比 較 す る と,(4b)か ら誘 導 さ{れたdiastereomerは(5b)か らそ れ よ り も 分離 度 が 大 き く,
ア ミン類 の 分離 に は(4b)の 方 が 優 れ てい る こ とが判 明 した 。GCに お い て は ア ミノ酸光 学 対 掌体
の 溶 出順 序 に規 則 性 が み られ るが,順 相 型HPLCで はdiastereomerの 溶 出挙 動 に このよ うな規 則性
は認 め られ な か った 。
2)テ ルペ ン系isothiocyanate誘 導 体 に よ る分 離
上 述 のnapbtkalene誘 導 体 は ア ミノ酸 エ ス テル の光 学 異牲 体 分離 試薬 と して きわ め て優 れ た結果 を
与 え た が,こ れ ら誘 導 体 化 剤 は ラセ ミ体 と して 得 られ る ため 試 薬 自体 の光 学 分 割 が 必要 と され る。
また ア ミノ酸 エ ステ ル と試 薬 の縮 合 にDCCを 用 い る こ とか ら尿 素 誘 導 体 が 副生 し,こ れ に よ るク ロ
マ トグ ラム上 の妨 害 が懸 念 さ れ る。 そ のた め,こ れ らの欠 点 を 改 善 す る 目的 で天 然 物 の テル ペ ン誘
導 体 を 原料 と しガ(一)一1.7-dimethyl-7-norbomylisothiocyanate(6)お よ び(+)一 α
一neomenthylisothiocyanate(7)(Chart3)を 合 成 した
。 つ い で これ らの分 離 試 薬 と しての有用
性 を 吟 味 す る とと もに,こ れ らか ら誘 導 され るdiaste塑eomerの ク ロマ トグ ラ フ的 挙 動 に つ い て も





ア ミ ノ酸 チ オ尿 素 誘 導 体 の メ チル エ ステ ル は順 相型HPLCに 付 した とき 光学 対 掌 体 の 分 離 が や や
不 十 分 で あ った 。 しか し,エ ス テ ル残 基 をか さ高 いtert一 ブ チル ジ メチル シ リル 基 に す る と各 ア ミ
ノ酸 の光 学 対 掌 体 はい ず れ も良 く分 離 し,ま た 光学 対 掌体 相互 の 溶 出順 序 もprolineを 例外 と して規
則 性 を 示 し た。
上 述 の ク ロマ トグ ラフ 的挙 動 か らア ミ ノ酸 の α位 アル キル基・と.とも にエス ヂル残甚 菊斬astere㎝e聴.
の分 離 な ら び に溶 出順 序 に大 ぎ く影 響 す る こ とが 明 らか とな った 。
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審 査 結 果 の 要 旨
高 速液 体 ク ロ マ トグ ラフ ィー(HPLC)は,分 離 能 に優 れ るばか りか,揮 発性,熱 安 定 性 に 乏 し
い極 性化 合 物,高 分子 化 合 物 も温 和 な条 件 で 取 り扱 え る た め,生 体 成 分 の好 適 な 分 析 手 段 で あ る。
本 研 究 は,HPLCの この よ うな特 性 を活 か し,従 来 か ら分 離,定 量が困難 とされ て い る抱 合型 ス テ ロ
イ ドの強心 性 ス テ ロイ ドお よ び胆 汁 酸 を,ま た光 学 活 性 薬 物 の モ デ ル 化 合 物 と して ア ミノ酸 を と り
あ げ,信 頼度 の高 い 分析 法 の開 発 を 試 み た も ので あ る。
まず,日 本 産 ガ マ の耳 下 腺 分 泌物 に含 まれ る遊 離 型並 び に 抱 合 型 強心 性 ス テ ロイ ドの分 離,定 量
を企 て ・標 品 を用 い分 離 の諸 条 件 を 検 討 す る と共 に・ 化 学構 造 と保持 値 の 関係 に つ い て考 察 を 加 え
た 。 つ い で,bufadinolide,cardenolide24種 を とりあ げ,逆 相型 カ ラム μBondapakC1δ を用い て ・一
斉 分離 の条 件 を確 立 した あ と,ガ マ毒 液 中の ブホ ゲニ ンを 検索 し,13種 を 同定 した 。 つ い で ブ ホ ト
キ シ ンのHPLC条 件 を吟 味 し璃BondabakC18を 用い る分析法 を 組 み立 て,ガ マ毒 液 に含 まれ る ブ ホ
トキ シ ン20種 を 同 定 す る こ とに成 功 した 。
つ ぎ に遊 離 型 並 び に抱 合 型胆 汁 酸15種 に つ い てHPLCに よる分離条件を 検討 した。 カ ラム に μBon-
dapakC18を,移 動 相 に0.3%炭 酸 ア ンモニウム(pH7.6)/ア セ トニ ト リル を用 い る ときcholate,、
ursodeoxycholate,chenodeoxycholate,deoxycholateお よ びlithocholateが 逆 離型,グ リシ ン 並
び に タ ウ リ ン抱 合 型 の各 画 分 ご と に分 離 す る こ とを 明 らか に した 。 これ ら胆 汁酸 は抱 合 形 式 が異 な
って もほ ぼ同 じ.ゐ'値を示 し,保 持値 はステ ロイ ド核 上 の水 酸基 の数,位 置,立 体 配置 に依 存 す るこ と
が示 唆 さ れ た 。 つ いで,ヒ ト胆 汁 へ の応 用 を 目的 と して,SephadexLH-20に 疎 水 性 基 とイ オ ン交
換 基 を導 入 したpiperidinohydroxypropylSephadexLH-20を 開 発 した 。 階 段 溶 出 に よ り灘 離 型,
グ リシ ン並 び に タ ウ リン抱合 型 に3分 画 した の ち,各 画 分 をHPLCに 付 す胆 汁 酸15種 の 一一斉 分 析法
を 完 成 した 。
最 後 に ア ミノ酸 光 学異 性体 の分離 を 目標 と して,diastereomerへ の誘 導 体 化 剤 を デ ザ イ ン し,
(一)一 α 一methoxy一 α 一methy1-1一 お よ び 一2-naphthalelle鎗eticacid2種 並 び に テ
ル ペ ン系 三sot血i(∫6繭肋'誘 導 体2種 を合 成 した。・DL一 ゲ ミ ノ酸活 ス'テル か ら誘 導 され みdiasεe-
reO重herは,順 相 型 カラ ムを 用 い るHPLCで いず れ も.良好 な 分離 を 示 したげ
以 上,本 論 文 は分 析 化学 の研 究 目標 と する 非 破 か い 化 学 性 の 利 用,微 少 差 の 弁別 に,HPLCが 有
用 な 手法 であ る'ことを 実 証 した ばか りか,臨 床 化 学 の場 に 画 期 的 な 方 法 論 を 提 供 した も ので あ り,
学 位 論文 と して十 分価 値 あ る内 容 と認 め る。
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